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RESUMEN

Actualmente las plaquetas son consideradas como una bomba o coctel de moléculas
bioactivas y proteinas en proporciones fisiolégicas. Los factores solubles plaquetarios
han sido empleados con fines regenerativos por su accién en la reparacion y
regeneracion de los tejidos. El Instituto de Hematologia e Inmunologia ha sido
promotor del uso de las plaguetas con fines regenerativos. Este trabajo muestra las
caracteristicas de los preparados de plaquetas utilizados en la institucion. Se realizé
un analisis retrospectivo y comparativo entre los preparados plaquetarios empleados
en la medicina regenerativa en el afio 2012. Los concentrados de plaquetas se
obtuvieron a partir de tromboféresis y extraccion autélogas y de plaquetas alogénicas
con el que se preparo el lisado plaquetario. Se calcularon las medias y las
desviaciones estandar de los conteos de plaquetas obtenidos de cada preparacion y se
compararon mediante la t de Student para muestras independientes (p< 0,05).

La concentracion de eritrocitos y leucocitos se encontraron dentro de los limites
habituales esperados para las reparaciones de plaquetas de acuerdo al método de
obtencién. El estudio microbioldgico fue negativo en todos los casos. Se obtuvo una
concentracion significativamente mayor en las plaquetas autélogas (p< 0,001) en
relacion con las alogénicas. No hubo diferencias significativa entre los preparados
autologos (p= 0,38) y el volumen obtenido por tromboféresis fue mayor.

Se encontraron diferencias significativas en relacién con el volumen de los
concentrados (p< 0,001). Las caracteristicas de las preparaciones son similares a las
de otros trabajos que emplean plaquetas naturales y de algunas comerciales.

La ventaja sobre la mayoria es que el método es sencillo, rapido, econémico y
reproducible, no requiere del uso de activadores, es seguro y aporta un namero de
plaguetas capaz de liberar los factores de crecimiento necesarios para la reparacion
de los tejidos.

Palabras clave: factores de crecimiento plaquetarios, medicina regenerativa, lisado
plaguetario.
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ABSTRACT

Nowadays platelets are considered as a cocktail or a "hand grenade" of proteins and
bioactive molecules in physiological proportions. Soluble platelets derived factors have
been used with regenerative purposes because of their implication in tissues' repair
and regeneration. Institute oh Hematology and Immunology has been promoter of the
use of platelets with that purpose. This work shows the characteristics of platelet
preparation used in our institution. A retrospective and comparative analysis of the
preparations used in the regenerative therapy throughout 2012 was carried out.
Platelets concentrates were obtained either by autologous thromboapharesis or
extractions, as well as allogenic platelets with which the platelet lyses was prepared.
The means and standard deviations were calculated and compared by means of
Student's t-Tests for independent samples (p< 0.05). Concentration of erythrocytes
and leukocytes was within the permissible limits. Microbiological tests turned out
negative in all the cases. A significantly higher concentration (p< 0.001) in the
autologous platelets was obtained compared to allogenic preparations. No significant
differences in the autologous preparations were found (p= 0.38) and the volume
obtained by trombopheresis was higher. Characteristics of these yields are similar to
those obtained by other methods and reported by other. The main advantage in this
case is that the method is simple, quick, economic and reproducible. It does not need
for activators. It is safe and supplies a platelet number capable of releasing growth
factors needed for tissue repair.

Keywords: platelets derived grow factors, regenerative therapy, and platelet lysate.

INTRODUCCION

Entre los pilares que sustentan la medicina regenerativa se encuentra la utilizacion de
los factores solubles que intervienen en los procesos biolégicos. La participaciéon de los
factores de crecimiento en la regeneracion de diferentes tejidos ya fue demostrada, y
las plaquetas contienen una gran cantidad de factores de crecimiento (FC), que son
liberados después de su activacion.!

Las plaquetas contienen multiples proteinas que ejercen acciones sobre diferentes
aspectos de la reparacion tisular. Actualmente, son consideradas como una bomba o
coctel de moléculas bioactivas (factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas, incluso
algunas moléculas aun no descritas) y de otras proteinas en proporciones fisiolégicas.
La hipotesis de que los factores solubles liberados por las células madre implantadas
con fines regenerativos desempefian una accién importante en la reparacion y
regeneracion de los tejidos y las ventajas del uso de las plaquetas como fuente de FC,
han sido sefialadas en los Gltimos afios.'™

Hace mas de 10 afos, se comunicé el incremento del crecimiento de tejidos en
cultivos cuando se adicionaban plaquetas. Posteriormente, se obtuvieron resultados
satisfactorios con el empleo del plasma rico en plaquetas (PRP) o el lisado plaquetario
(LP) en diferentes especialidades, lo que apoya el criterio de la regeneracion de
tejidos por los FC y el resto de los factores solubles presentes en las plaquetas,
nombrados por la mayoria de los investigadores como factores de crecimiento
plaquetarios (FCP).'*°® Hasta donde se conoce, el primer trabajo que demostré la
efectividad del uso de las plaquetas en Ulceras cutaneas cronicas fue publicado en
1986 y en la década de los afios 90 del pasado siglo, su empleo se extendi6 a
ortopedia y cirugia maxilofacial.”*®

172
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2014;30(2):171-178

Desde hace casi una década en Cuba tiene lugar una verdadera revolucion
regenerativa, que ha ido desde la simplificacion de los métodos tradicionales de
obtencién de progenitores hematopoyéticos para su aplicaciéon en multiples
enfermedades hasta, en la etapa mas reciente, la incorporacion del uso de las
plaquetas bien lisadas o como PRP.°

El Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI) de Cuba ha sido promotor del uso de
plaguetas, tanto autélogas como alogénicas, con fines regenerativos. El presente
trabajo muestra las caracteristicas de los preparados de plaquetas utilizados en la
institucion en el periodo Enero a diciembre de 2012. Esto pudiera ilustrar acerca de
cual seria la concentraciéon 6ptima de plaquetas para lograr la regeneracion tisular
efectiva y si existe alguna variaciéon en relacién con el método de obtencién.

METODOS

Se realiz6 un analisis retrospectivo del volumen inicial extraido, volumen del
concentrado final y cantidad de plaquetas del concentrado final de las preparaciones
que se emplearon en Medicina Regenerativa en el IHI en un periodo de 1 afio. Durante
el periodo las plaguetas con este fin se utilizaron en un total de 115 pacientes, en 30 se
utilizaron concentrados de plaquetas (CP) alogénicos isogrupo obtenidos a partir de PRP
de donantes de sangre una vez concluido el periodo de vencimiento. De estos 18 fueron
casos de angiologia con isquemia critica de miembros inferiores considerados por los
especialistas como urgencias y 12 pacientes con drepanocitosis con Ulceras en
miembros inferiores que no habian respondido a los tratamientos habituales y en los
que el lisado se empled de forma topica. En los 85 casos restantes los CP fueron
autologos, 25 obtenidos por tromboféresis y 60 por extraccion de 500 mL de sangre
total del paciente y posterior centrifugacion para la obtencién del PRP segun el
procedimiento habitual para este proceder. En todos los casos se empled lisado
plaquetario. El lisado se obtuvo al realizar 3 ciclos de congelacién a - 30 'C y
descongelacion a temperatura ambiente. Posteriormente los preparados plaquetarios se
conservaron congelados hasta el momento de su empleo. En los casos autélogos el
volumen total obtenido se dividié en alicuotas de 10 mL para evitar la descongelaciéon
repetitiva y la posibilidad de contaminacion bacteriana.

Para la evaluacion del concentrado se determinaron las siguientes variables: volumen
del concentrado, hemoglobina, conteo global de leucocitos (x10° /L), eritrocitos
(<10% /L) y plaquetas (<10°/L) efectuado en contador automatico de células
MINDRAY BC-3200. (Bio-Medical Electronics Co. Ltd, Shenzhen, China). Se realizaron
ademas estudios microbiolégicos (Gram y Cultivos) a todas las preparaciones antes
de su congelacion y después de lisadas.

Las tromboféresis fueron realizadas en un equipo automatizado marca Nigale
(NGL XCF 3 000) de procedencia China que fue programado para la obtencion del
CP en los pacientes en que el acceso venoso y las condiciones de intervencion lo
permitieron.

Todos los datos se incluyeron en una base de datos que se proceso con el paquete
estadistico SPSS, version 11.5. Se calcularon las medias y las desviaciones estandar
de la variables cuantitativas y se compararon mediante la t de Student para muestras
independientes. El nivel de significacion utilizado fue p< 0.05.
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RESULTADOS

En la tabla se resumen las caracteristicas de los concentrados en cuanto a volumen y
concentracion de plaquetas. La concentraciéon de eritrocitos, hemoglobina y leucocitos
en los CP preparados se encontraban dentro de los Aceptados para este componente.
Los conteos de eritrocitos se encontraron entre 0,01 y 0,03 x 10% /L con valores de
hemoglobina inferiores a 1 g/L. El conteo de leucocitos fue ligeramente superior en los
CP obtenidos por donacién autéloga que en los restantes grupos.

Tabla. Caracteristicas de los concentrados de plaquetas (CP) utilizados con fines

regenerativos

Variable CP Alogénico CP Autdlogos
Tromboaféresis Autodonacidén

Wolumen concentrado 59,69 = 9,86 167,68 £ 51,91 20,77142,07
(mL)

Plaguetas  (x10%/L) 479,90 £ 359,47 | 747,24 + 403,59 | 867,52+636,44
Leucocitos (x10%/L) 6,6 £ 0,16 1,5+0,6 1,6 £2,08

Hematies (x 1012/L) 0.012 £ 0.011 0.033 x0.02 0.034 £0.03

El estudio microbiolégico realizado no mostré crecimiento bacteriano en ninguna
muestra.

En relacion con la cantidad de plaquetas, como era esperado, se aprecidé un mayor
conteo en los concentrados obtenidos por aféresis. En relacidon a los obtenidos a partir
de PRP autélogos y alogénicos se observo diferencias entre los conteos de plaquetas y
el volumen del componente con una alta significacion estadistica (p< 0,001).

DISCUSION

El empleo de los FC en la medicina, no es un hecho reciente, incluso en los afios

50 Cohen y Levi-Montalcini obtuvieron el Nobel por su trabajo con FC en tejido
nervioso y posteriormente otros trabajos han mostrado el efecto de los FCP en
fendmenos de reparacion de tejidos. Ya desde los 90, la industria farmacéutica ha
promovido el desarrollo de productos a base de factores de crecimiento derivados de
plaguetas.?’° Sin embargo, es en los Gltimos afios del siglo pasado y los primeros del
actual, es que los FCP han tomado auge en su uso en la reparacion de diferentes
tejidos. %1

Los FCP se obtienen usualmente a partir de una extraccion de sangre autdloga
aunque también se han obtenido a partir de plaquetas alogénicas isogrupo.

La medicina regenerativa habitualmente no requiere un gran volumen de PRP y las
preparaciones se realizan usualmente con la extraccion de alrededor de 50 mL de
sangre.?®
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La plaguetas procedentes de los servicios de transfusiones, que mantienen la
seguridad actual en la practica pretransfusional, contienen entre 240 y 360 x 10°
plaguetas suspendidas en 200 a 250 mL de plasma y se han empleado en la medicina
regenerativa lo que permite el uso de plaquetas que hemostaticamente han
disminuido su accién, pero que conservan su capacidad de secretar FCP y otros
materiales bioactivos. Esto posibilita aprovechar un producto hasta hoy desechado.>*®
Si las plaguetas son obtenidas por aféresis, contienen entre 200 y 400 x 10°
plaguetas en 200 a 300 mL de plasma de un solo donante.

Lo recomendado para indices de calidad es que estos preparados deben contener una
cantidad de eritrocitos inferior a 3 < 10° y de leucocitos, menor de 1 < 10°.*°
Los concentrados obtenidos en este trabajo concuerdan con estos parametros.

La disponibilidad de un método sencillo, rapido y econédmico en la obtencion del PRP
es importante para resolver muchas de las afecciones que pudieran beneficiarse con
estos procederes. En este trabajo se emple6 el lisado plaquetario por varias razones:

1) Permitia conservar por un periodo mas largo de tiempo el componente extraido,
por lo que una sola extraccién se podian obtener varias aplicaciones.

2) Se podian usar los componentes plaquetarios utilizados en banco de sangre.

3) El uso de los componentes plaquetarios convencionales permite su empleo en
situaciones de urgencia y en pacientes con dificultades en el acceso venoso.

Al analizar los resultados de los concentrados de plaguetas que fueron empleados en
este trabajo vemos que el volumen final (VF) estuvo en relaciéon con el volumen inicial
de extraccion, siendo el volumen final de las plaquetas obtenidas por tromboféresis el
mayor, ya que en esos casos se obtiene solo la capa plaquetaria. Sin embargo, este
método encarece el proceder, por la necesidad de tener disponible el equipamiento,
los equipos de extraccion y el personal calificado para la realizacién de la aféresis.

Por esta razén y teniendo en cuenta que la concentracion de plaquetas es similar en
ambos métodos autélogos, no resulta imprescindible la obtencién de plaquetas por
aféresis.

El VF del concentrado en mililitros en las plaguetas autélogas obtenidas por una
autodonacion habitual depende fundamentalmente del volumen inicial (VI) extraido y
es similar al publicado con los sistemas AGPO, comercializado por MBA (VI 400 mL
para 20 mL de VF), GPS de Biomet-Merck (VI 27-110 mL para 3-12 mL de VF),
SmartPrep de Harvest Technologies Plymount, MA (VI 20-120 mL para 3-20 mL de
VF).'"18 y el sistema PGRF comercializado por BTl System a partir de las
investigaciones de Anitua y colaboradores (VI 9-42 mL para 4-32 mL de VF).*°

En cuanto a la cantidad de plaquetas del concentrado, la cantidad significativamente
superior obtenida en las plaquetas autdlogas obtenidas por donacién convencional
puede explicarse porque las plaquetas alogénicas son empleadas en la terapia celular
después de 5 0 mas dias de su extracciéon, cuando han perdido su valor hemostatico y
esto hace que la cantidad inicial pueda descender con los dias y al mismo tiempo
estan mas diluidas en la fraccién plasmatica.

Por otra parte las plaguetas obtenidas por aféresis contienen una concentracion
superior a las obtenidas por el método habitual en los bancos de sangre y la similitud
del contenido plaquetario con las obtenidas de una extraccién autéloga comun, esta
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dada por la utilizacién en este caso de la porcion de PRP donde el nimero de estas es
hasta 8 veces superior al que fisioldgicamente se encuentra en la sangre de un
individuo normal.

Los resultados en las concentraciones de plaquetas de acuerdo al volumen del
concentrado son similares a las referidas en los productos comerciales anteriormente
sefialados.

Se ha planteado que un PRP tiene entre 2-3 y 5-6 veces el nimero de plaquetas
presentes en la sangre circulante. Otros autores han publicado cifras promedio de
5.5 veces.™ En general se acepta que concentraciones de 1 x 10° plaquetas/L tienen
un efecto 6ptimo para asegurar una cantidad de FCP suficientes para la regeneraciéon
de los diferentes tejidos y que cantidades superiores a 1,8 x 10°%/L pueden tener un
efecto inhibitorio en la regeneracion.®*3’

Los valores de leucocitos ligeramente superiores en las plaquetas autélogas obtenidas
mediante la donacién habitual, se explican porque al seleccionar de forma manual la
capa inferior del contenido plasmatico que es la conocida como PRP y que esta
inmediatamente encima de la capa leucocitaria pudiera existir contaminacion con
leucocitos. No obstante los valores obtenidos estan dentro de los recomendados para
esta preparacion.

Las caracteristicas de las preparaciones analizadas en este trabajo son similares a las
de otros trabajos que emplean plaquetas naturales y a las de algunas preparaciones
comerciales existentes. La ventaja sobre la mayoria de estas ultimas es que este es
un método sencillo, rapido, econémico y reproducible, que no requiere del uso de
activadores y que es seguro ya que aporta un numero de plaquetas capaz de liberar
los FCP necesarios para la reparacion de los tejidos y no contiene microorganismos.
Ademas el contenido de eritrocitos esta en los parametros recomendados para su
calidad.

Aungue se ha planteado que la concentracion de FCP no tiene una relacion directa con
la cantidad de plaquetas del concentrado, seria necesario completar este estudio
comparando la efectividad con el nimero de plaquetas infundidas en los pacientes
tratados.
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